ラット脊髄損傷における早期重症度判定のための分子バイオマーカー探索 by OTA, Mitsutoshi & 大田, 光俊
【要約】 
 
 
 
 
 
Proteomics-based exploration for possible candidates of 
molecular biomarker for spinal cord injury in rats for early 
determination of injury severity 
 
（ラット脊髄損傷における早期重症度判定のための分子バイオマーカー探索） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
千葉大学大学院薬学府 
先端医学薬学専攻 
（主任：高橋和久教授） 
大田 光俊 
背景 
脊髄損傷は四肢の運動・感覚・自律神経に多大な障害をもたらし、多くの患者
がその後遺症に長期間苦しむこととなる。現在確立した治療法は存在せず、今
後革新的な治療の開発が期待されている。脊髄損傷の急性期は神経症状が非常
に多彩であり、また spinal shockにより損傷髄節以下の全運動・感覚・反射が
一時的に消失することがしばしばある。完全麻痺と不完全麻痺とを急性期に判
別することは困難である。分子バイオマーカーが確立できれば、急性期の脊髄
損傷の重症度を客観的に評価できる可能性がある。Nuron-Specific Enolase 
(NSE)や S100β、Nerofilament、Myelin Basic Protein (MBP) などが脊髄損
傷のバイオマーカー候補としてこれまで報告されているが、いまだに決定的な
バイオマーカーは存在しないのが現状である。 
今回我々はプロテオミクスを用いたラット脊髄圧挫損傷の重症度及び予後を反
映する急性期のバイオマーカー探索を行った。 
 
方法 
SDラット 8-10週齢のメス 120匹を用いた。吸入麻酔下に第 9胸椎の椎弓切除
を行い、Infinite Horizon impactorで脊髄圧挫損傷を加えた。椎弓切除のみの
sham群、100kdynのmild群、200kdynのmoderate群の 3群を作成した。脳
脊髄液と血液のサンプルを損傷後6hrと24hrで腹腔内麻酔と局所麻酔の併用下
に採取した。脳脊髄液は環椎後頭膜穿刺、血液は尾静脈穿刺により採取した。
採取時に血液の混入した脳脊髄液サンプルは除外した。いずれのサンプルも遠
心分離を行ったのちに、急速冷凍後し-80度で凍結保存した。脳脊髄液サンプル
の質量分析 (Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass 
spectrometry: LC-ESI-MS/MS)を行った。メジャータンパク除去、脱塩、濃縮、
消化の後に安定同位体で標識し、質量分析を行った。質量分析により同定され
たタンパクのうち、脊髄損傷群で 2倍以上の上昇を認め、かつ中枢神経との関
連があるものを候補タンパクとした。その候補タンパクについて損傷後 6hrの
脳脊髄液、血漿サンプルを用いて ELISAによる validationを行なった。Mann 
Whitney U-testで P<0.05を統計学的に有意差ありとした。 
 
結果 
同定されたタンパクは計 375種類であった。いずれかの脊髄損傷群で 2倍以上
の上昇を示したものは 75種類あった。そのうち、中枢神経と関連した報告があ
ったのは 15種類であった。市販の ELISAキットが購入可能であった 11種類に
ついて validationを行なった。血液中の濃度が脳脊髄液中の濃度より高い傾向
を示したものは 5種類 (Apolipoprotein E, Neogenin, Activated Leukocyte cell 
adhesion molecule, 14-3-3 zeta/delta, 14-3-3 gamma) であった。一方で脳脊髄
液中の濃度が高い傾向を示したものは 6種類 (Cathpsin S, Cathepsin B, 
Cathepsin C, Myelin-associated glycoprotein, Excitatory amino acid 
transporter 1, Annexin A4) であり、その中で Excitatory Amino Acid 
Transporter 1（EAAT1）とMyelin-Associated Glycoprotein (MAG) が神経に
高い特異性を持つタンパクであった。いずれも麻痺の重い 200kdyn群の損傷後
6時間で sham群と比較して有意な血中濃度の増加を認めた。 
 
考察 
 
脊髄損傷のバイオマーカーの研究は過去に複数あるが、確立したものはない。
多くの研究では脳脊髄液中を対象としているが、臨床での実用化を考えると脊
髄損傷患者からの検体採取には困難が伴う。血液中のバイオマーカーであれば
検体の採取が簡便である。一方で血中のバイオマーカーにおいては血液脊髄関
門の存在が問題となる。脳脊髄液で著明に増加し、血中でも増加しているタン
パクが理想的な脊髄損傷のバイオマーカーとして想定される。本研究では 5種
類のタンパクで脳脊髄液中の濃度が血中の濃度より高い結果となった。これら
はいずれも多様な組織に発現しているタンパクであり、脊髄損傷の血中バイオ
マーカーとしては不適当であった。一方で脳脊髄液中の濃度が高い傾向を示し
たものは 6種類であったが、このようなパターンを示すものが血中バイオマー
カー候補としては適当である。EAAT1 と MAG は神経に対する特異性が高く、
有望な候補タンパクと考えた。他の 4種類については神経に対する特異性が低
いタンパクであり、脊髄損傷の血中バイオマーカーとしては不適であると考え
た。 
EAAT1は astrocyte に発現するグルタミン酸輸送体で、ラットの脊髄にも存在
することが分かっている。脊髄損傷に関連した研究は少ないが、ラット脊髄損
傷後 30分から損傷部で発現上昇、6時間でピークとなるという報告があり、本
研究の結果とも矛盾しないと考えた。MAGは oligodendrocyteのⅠ型膜貫通型
タンパクで軸索再生の阻害因子として知られている。一方で近年では軸索の保
護作用についても報告がある。脊髄損傷における研究は少なく、2004 年にラッ
ト脊髄損傷の慢性期で遺伝子発現の上昇を認めたという報告があるのみである。
今回の損傷後急性期での血中濃度上昇については、損傷による逸脱と推察した。 
実用可能な脊髄損傷のバイオマーカーを確立するには今後さらなる検討が必要
だが、早期の重症度判定や予後予測が可能となれば、脊髄損傷の治療にも大き
く貢献できると考えた。 
 
